当机体受到感染时，微生物及宿主本身产生的炎症介质可刺激中性粒细胞向炎症部位发生定向迁移，在穿过血管内皮细胞到达炎症局部后，通过吞噬、去颗粒释放溶菌蛋白、产生超氧化物以及形成中性粒细胞胞外诱捕网等作用发挥强大的杀菌功能[@b1]。出现中性粒细胞数量异常或功能缺陷时，机体抵抗病原微生物的能力随之下降[@b2]。中性粒细胞碱性磷酸酶（neutrophils alkaline phosphatase，NAP）是成熟中性粒细胞的标志酶之一[@b3]。NAP主要表达于中性粒细胞的胞膜（占20%）和分泌囊泡（占80%）的膜内侧[@b4]--[@b5]。研究表明，碱性磷酸酶同工酶家族可催化几乎所有磷酸单酯的水解反应，其在机体内的生物学作用尚不清楚[@b6]。NAP属于组织非特异型碱性磷酸酶，可能与中性粒细胞功能以及机体炎症的消退密切相关[@b7]。

人早幼粒白血病细胞株HL-60经二甲基亚砜（DMSO）或全反式维甲酸诱导处理可分化为生物学功能与中性粒细胞相似的分化HL-60（dHL-60）细胞，可作为中性粒细胞体外研究的细胞模型[@b8]--[@b10]。HL-60细胞及dHL-60细胞均低表达NAP[@b5]。在本研究中，我们采用慢病毒感染的方式实现NAP高表达，并观察高表达NAP对中性粒细胞迁移、活性氧（ROS）生成以及凋亡等功能的影响。

材料与方法 {#s1}
==========

一、材料与仪器

HL-60细胞株由上海血液学研究所馈赠；胎牛血清（FBS）、IMDM培养液购自美国Gibco公司；携带绿色荧光蛋白（GFP）基因的碱性磷酸酶慢病毒与慢病毒阴性对照由上海吉凯基因化学技术有限公司构建；逆转录试剂盒购自瑞士Roche公司；RT-PCR试剂盒购自日本TaKaRa公司；FITC-CD11b抗体购自美国Beckman Coulter公司；ALPL抗体购自美国R&D公司；β-actin抗体购自美国Bioworld公司；pro-caspase-9、active-caspase-9、pro-caspase-3、active-caspase-3和Bax抗体均购自美国Abcam公司；HRP标志的兔抗小鼠二抗购自美国Santa Cruz公司；双氢罗丹明123（DHR123）和佛波酯（PMA）购自美国Sigma公司；Transwell小室（孔径5 µm）购自美国Coming Costar公司；Muse™早期凋亡检测试剂盒为美国Millipore公司产品。FACSCantoⅡ流式细胞仪购自美国BD公司；Muse™智能触控细胞分析仪购自美国Millipore公司；荧光倒置显微镜为日本OLYMPUS公司产品；PCR仪购自美国Applied Biosystems公司；PowerPac Basic电泳仪购自美国Bio-Rad公司；FluorChem Q凝胶成像系统购自美国Protein Simple公司。

二、细胞培养与诱导分化

1．细胞培养与诱导分化：将HL-60细胞悬浮于含20%FBS的IMDM培养液内，置于37 °C、5%CO~2~培养箱中培养。采用终浓度分别为1.5%、2.0%、2.5％和3.0％的DMSO体外诱导培养HL-60细胞，5 d后用流式细胞术检测dHL-60细胞活力及细胞表面CD11b的表达以选择HL-60细胞诱导分化的最佳DMSO浓度，瑞氏染色观察细胞诱导后形态的变化。

2．流式细胞术检测dHL-60细胞表面标志CD11b的表达：收集诱导分化的细胞，加入PBS洗涤，500×*g*离心5 min，弃上清，配制1×10^7^/ml细胞悬液；取50 µl细胞悬液加入10 µl FITC标志的CD11b抗体，并设同型对照管，室温反应30 min；加入PBS，500×*g*离心洗涤5 min，弃上清，重悬后上流式细胞仪检测。

三、建立稳定高表达NAP的HL-60细胞株

1．慢病毒感染：选择对数生长期HL-60细胞，以1×10^5^/孔的密度接种于6孔细胞培养板中，细胞悬液体积为900 µl。实验组加入100 µl GFP-ALPL慢病毒（滴度为1×10^8^ TU/ml），对照组加入100 µl阴性对照病毒（滴度为1×10^8^ TU/ml），充分混匀后继续培养8\~12 h后观察细胞状态并更换新鲜培养液。感染3\~4 d后，在荧光倒置显微镜下观察细胞内GFP表达情况，初步判断各处理组细胞的感染情况。

2．细胞筛选：制备含有最佳筛选浓度嘌呤霉素（由杀灭曲线确定）的筛选培养液，病毒感染3\~4 d后加入，每2\~3 d替换新鲜配制的筛选培养液。每日观察活细胞比例，检测GFP表达水平及所占比例，筛选时间为10 d。以Ficoll淋巴细胞分离液去除死细胞：以离心管中加入3 ml Ficoll分离液，将细胞悬液加于分离液液面上，600 ×*g*离心20 min；收集中间白膜层细胞，加入PBS, 500×*g*离心5 min，洗涤3次；完全培养液重悬细胞，获得稳定感染细胞株，37 °C、5% CO~2~继续培养。荧光倒置显微镜下观察、判断HL-60细胞感染效率。

3\. RT-PCR检测HL-60细胞感染慢病毒后NAP基因表达：取筛选后感染效率\>90％的HL-60细胞，TRIzol法提取细胞总RNA并测定浓度。按照cDNA反转录试剂盒说明书对总RNA进行逆转录。根据mRNA浓度计算加样体积，补DEPC水至11 µl（共20 µl），加入2 µl特异性引物Oligo dT（40×），65 °C 10 min；加入逆转录缓冲液（5×）4 µl、dNTP混合物2 µl、RNA酶抑制剂0.5 µl、逆转录酶0.5 µl，上机合成cDNA。以cDNA为模板，25 µl体系中加入下列组分：Taq酶12.5 µl，上游引物1 µl，下游引物1 µl，DEPC水8.5 µl和cDNA 2 µl。NAP上游引物：5′-CGCAGGATTGGAACATCAGT-3′，下游引物：5′-TGTCTCTTGCGCTTGGTCTC-3′，扩增片段长度219 bp；β-actin上游引物：5′-TGGACTTCGAGCAAGAGATG-3′，下游引物：5′-GGATGTCCACGTCACACTTC-3′，扩增片段长度207 bp。反应条件：94 °C预变性10 min，然后56 °C 30 s, 58 °C 30 s, 72 °C 30 s, 45个循环后4 °C终止反应。PCR产物在15 g/L琼脂糖凝胶电泳后，凝胶成像仪分析。

4\. Western blot法检测慢病毒感染后HL-60细胞NAP的表达：收集嘌呤霉素筛选过的细胞，按比例加入细胞裂解液与蛋白酶抑制剂，振荡1 min，冰上放置10 min，重复3次，将裂解混合物4 °C下4 000 ×*g*离心15 min，上清即为总蛋白，测蛋白浓度。取30 µg蛋白行SDS-PAGE电泳（浓缩胶80 V，分离胶100 V），350 mA、2 h转移至聚偏氟乙稀（PVDF）膜上，室温封闭1 h，分别加入小鼠抗人ALP抗体（1∶300）和小鼠抗人β-actin抗体（1∶5 000），4 °C过夜孵育，TBST洗涤缓冲液洗膜3次（每次10 min），加HRP标志的兔抗小鼠IgG (1∶1 000) 37 °C孵育2 h, TBST洗涤缓冲液洗膜3次（每次10 min）。加入显色液，FluorChem Q凝胶成像系统分析条带。

四、细胞功能检测

1．实验分组：分别设立空白对照组（dHL-60细胞）、阴性对照组（阴性对照病毒感染的dHL-60细胞）、NAP高表达组（GFP-NAP慢病毒感染的dHL-60细胞）。

2\. Transwell迁移实验检测dHL-60细胞迁移能力：在Transwell下室趋化因子甲酰基甲硫氨酰基亮氨酰基苯丙氨酸（f-MLP）的作用下，dHL-60细胞由上室向下室迁移。三组HL-60细胞经1.5%DMSO诱导成熟为dHL-60后，每组分别设立加f-MLP实验组与未加f-MLP对照组。用无血清IMDM培养液稀释f-MLP至终浓度100 nmol/L, Transwell小室下层加入600 µl含f-MLP的培养液。将dHL-60细胞接种于Transwell小室上层（每孔1×10^5^细胞），37 °C、5% CO~2~条件下培养。12 h后收集各处理组下室细胞并计数，每孔计数3次。实验平行进行3次。迁移细胞数＝实验组细胞数-对照组细胞数。

3．流式细胞术检测dHL-60细胞内ROS水平：dHL-60细胞加入终浓度为1 µmol/L线粒体荧光探针DHR123，37 °C孵育15 min。随后加入终浓度为1 µmol/L的PMA，充分混匀后37 °C孵育30 min。用流式细胞术检测各处理组细胞产生的ROS水平，用Cell Quest软件计算平均荧光强度（MFI）。每组实验重复3次。

4．流式细胞术检测dHL-60细胞凋亡：各组dHL-60细胞更换不含DMSO的完全培养液继续培养24 h后，收集各处理组细胞，加入PBS洗涤，500×*g*离心5 min，弃上清，配成（1\~5）×10^5^/ml细胞悬液；取100 µl凋亡检测试剂和100 µl细胞悬液置检测管中混合，涡旋3\~5 s后室温避光孵育20 min，上Muse™智能触控细胞分析仪检测。每组实验重复3次。

5\. Western blot法检测dHL-60细胞凋亡相关蛋白表达：各组dHL-60细胞更换无DMSO的完全培养液继续培养24 h。收集各处理组细胞，按比例加入细胞裂解液、蛋白酶抑制剂提取蛋白，测定蛋白浓度，进行SDS-PAGE，转膜后室温封闭1 h，分别加入Bax（1∶2 000）、pro-caspase-9（1∶200）、active-caspase-9 (1∶100）、pro-caspase-3 (1∶1 000）、active-caspase-3 (1∶500）和β-actin抗体（1∶5 000），4 °C过夜孵育；TBST洗膜3次（每次10 min），加HRP标志的二抗后37 °C孵育2 h, TBST洗涤缓冲液洗膜3次（每次10 min）。加入显色液，FluorChem Q凝胶成像系统分析条带。实验平行进行3次。

五、统计学处理

应用SPSS16.0软件进行数据处理。计量资料以均值±标准差（*x*±*s*）表示，比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA），两两比较采用*q*检验；计数资料采用行×列表卡方检验进行比较。*P*\<0.05为差异有统计学意义（检验水准α＝0.05）。

结果 {#s2}
====

1．稳定高表达NAP细胞株的建立与鉴定：HL-60细胞经慢病毒感染72\~96 h并以嘌呤霉素（300 ng/ml）筛选后，荧光倒置显微镜下观察到NAP高表达组及阴性对照组80％以上细胞均有GFP表达（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。RT-PCR结果显示，与阴性对照组相比，NAP高表达组HL-60细胞的NAP基因转录水平上调（0.95±0.12对1.25±0.09，*P*=0.030）；阴性对照组与空白对照组差异无统计学意义（0.95±0.12对0.98±0.08，*P*=0.740）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。Western blot结果表明，NAP高表达组HL-60细胞的NAP蛋白表达量高于阴性对照组（1.17±0.19对0.53±0.21，*P*=0.030），阴性对照组与空白对照组差异无统计学意义（0.53±0.21对0.77±0.18，*P*=0.400）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![HL-60细胞慢病毒感染72\~96 h后绿色荧光蛋白表达（×200）\
A：空白对照组；B：阴性对照组；C：中性粒细胞碱性磷酸酶（NAP）高表达组](cjh-37-05-405-g001){#figure1}

![RT-PCR法检测HL-60细胞经慢病毒感染72\~96 h后中性粒细胞碱性磷酸酶（NAP）基因转录水平\
1：空白对照组；2：阴性对照组；3：NAP高表达组](cjh-37-05-405-g002){#figure2}

![Western blot法检测HL-60细胞经慢病毒感染72\~96 h后中性粒细胞碱性磷酸酶（NAP）蛋白表达\
1：空白对照组；2：阴性对照组；3：NAP高表达组](cjh-37-05-405-g003){#figure3}

2\. dHL-60细胞的形态与表面标志CD11b的表达：HL-60细胞经1.5% DMSO诱导5 d后的dHL-60

细胞体积变小，表面出现许多突起，核质比例降低，核仁消失，核染色质由密集趋向疏松，核形态扭曲折叠呈杆状或分叶（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。流式细胞术检测dHL-60细胞CD11b表达高于HL-60细胞\[（98.55±1.52）％对（26.25±1.34）%，*P*=0.001\]（[图5](#figure5){ref-type="fig"}）。

![HL-60细胞经1.5%DMSO诱导成熟后的细胞形态变化（瑞氏染色，×400）\
A：HL-60细胞；B：dHL-60细胞](cjh-37-05-405-g004){#figure4}

![流式细胞术检测HL-60细胞经1.5%DMSO诱导后表面CD11b表达\
A：DMSO诱导组；B：对照组](cjh-37-05-405-g005){#figure5}

3\. NAP对dHL-60细胞迁移能力的影响：Transwell迁移实验结果显示，NAP高表达组迁移的细胞多于阴性对照组\[（15.30±3.65）×10^3^对（8.00±0.78）×10^3^，*P*=0.001\]。而阴性对照组与空白对照组迁移细胞数差异无统计学意义\[（8.00±0.78）×10^3^对（8.33±0.79）×10^3^，*P*=0.665\]。

4\. NAP对dHL-60细胞ROS生成能力的影响：NAP高表达组细胞内ROS的平均荧光强度（MFI）高于阴性对照组（355.70±20.10对103.22±4.71，*P*=0.001），阴性对照组与空白对照组差异无统计学意义（103.22±4.71对98.67±6.12，*P*=0.871）。

5\. NAP对dHL-60细胞凋亡的影响：dHL-60细胞继续培养24 h后，流式细胞术检测显示，NAP高表达组dHL-60细胞凋亡率高于阴性对照组\[（45.05±0.75）％对（34.10±0.89）%，*P*\<0.001\]，阴性对照组与空白对照组差异无统计学意义\[（32.35±1.05）％对（34.10±0.89）%，*P*=0.090\]（[图6](#figure6){ref-type="fig"}）。Western blot检测结果表明，阴性对照组及NAP高表达组pro-caspase-3、pro-caspase-9蛋白表达差异无统计学意义（*P*值分别为0.420、0.580），NAP高表达组dHL-60细胞active-caspase-3、active-caspase-9以及Bax凋亡相关蛋白的表达均高于阴性对照组\[0.89±0.10对0.58±0.06，*P*=0.010; 0.98±0.02对0.43±0.08，*P*\<0.001；0.95±0.15对0.34±0.11，*P*=0.005\]，空白对照组与阴性对照组dHL-60细胞active-caspase-3、active-caspase-9以及Bax凋亡相关蛋白表达差异均无统计学意义（*P*值分别为0.120、0.250、0.480）（[图7](#figure7){ref-type="fig"}）。

![流式细胞术检测中性粒细胞碱性磷酸酶（NAP）对分化HL-60 (dHL-60）细胞凋亡的影响\
A：空白对照组；B：阴性对照组；C：NAP高表达组](cjh-37-05-405-g006){#figure6}

![中性粒细胞碱性磷酸酶（NAP）对分化HL-60 (dHL-60）细胞凋亡相关蛋白表达的影响\
1：空白对照组；2：阴性对照组；3：NAP高表达组](cjh-37-05-405-g007){#figure7}

讨论 {#s3}
====

碱性磷酸酶能够将核酸、蛋白和生物碱等底物去磷酸化，最终生成磷酸根离子和自由羟基[@b11]。根据编码基因的不同，碱性磷酸酶至少可以分为肠型、胎盘型、生殖细胞型（胎盘样型）和组织非特异型（肝／骨／肾型）。NAP属于组织非特异型。脂多糖（Lipopolysaccharides，LPS）是革兰阴性菌细胞壁的成分，可刺激宿主细胞产生白细胞介素和肿瘤坏死因子，从而诱发严重的炎症反应。碱性磷酸酶可使LPS发生去磷酸化，减轻其引起的炎症反应[@b12]--[@b13]，提示碱性磷酸酶与炎症消退密切相关。Bender等[@b14]和Peters等[@b15]分别对LPS诱导建立的小鼠脓毒症模型进行研究，注射人重组非特异型碱性磷酸酶的小鼠体温升高症状以及脓毒症的严重程度得到明显改善且生存率明显提高，其原因为碱性磷酸酶可使革兰阴性菌胞壁的LPS发生去磷酸化，降低其毒性，从而减轻机体炎症反应。张欢欢等[@b16]选取84例细菌感染以及39例病毒感染患者进行研究，细菌感染组患者外周血NAP的表达水平显著高于病毒感染组和健康对照组，且病毒感染组NAP明显低于健康对照组。Bednarska等[@b17]发现NAP活性与其黏附功能呈正相关，可作为体外衡量中性粒细胞黏附功能的指标。当中性粒细胞受到f-MLP等炎症介质刺激时，可动员分泌囊泡与质膜融合，随后将囊泡内的NAP转移到细胞膜表面[@b18]--[@b19]。上述研究结果都提示NAP在中性粒细胞参与的炎症发生发展过程中可能发挥重要作用，其水平升高可能与机体免疫细胞功能增强有关。

由于外周血来源的中性粒细胞存活时间短，难以对其进行体外实验。我们采用慢病毒感染的方式构建稳定高表达NAP的细胞株，再以DMSO诱导分化获得成熟的类中性粒细胞（dHL-60细胞），借此检测并评价NAP表达升高后中性粒细胞的迁移、ROS生成以及凋亡抗炎相关生物学功能的改变。

机体发生炎症时，中性粒细胞在炎症因子形成的趋化梯度环境作用下，从外周循环迁移到炎症局部而发挥功能。我们通过Transwell迁移实验发现，NAP表达升高后中性粒细胞的迁移能力增强，可以更快更多地到达炎症部位，从而发挥抗炎作用。

中性粒细胞内富含的NADPH氧化酶可催化氧分子接受电子而转变为ROS，以杀灭微生物及其他外来异物，该过程中的耗氧量显著增加，此现象称为呼吸爆发[@b20]。DHR-123是一种ROS捕获剂，其本身无荧光或只有很弱的荧光，但被氧化后能发出较强的荧光。DHR123可自由进出细胞膜，进入细胞后可被ROS氧化为可发出荧光的RHO，经过一定时间的积累，可通过流式细胞术检出相应的荧光。HL-60细胞诱导获得的类中性粒细胞dHL-60在PMA的作用下活化，启动NADPH氧化酶系统，最终产生ROS。本研究中，NAP高表达组细胞ROS的生成量高于阴性对照组（*P*\<0.001），而空白对照组与阴性对照组比较差异无统计学意义，表明NAP表达水平升高可增强中性粒细胞产生ROS的能力，从而有利于机体杀灭病原微生物。

凋亡是调节外周循环中性粒细胞数目和功能的关键，对于维持体内中性粒细胞的稳态和炎症的消退都有重要的意义。机体每天可产生（1\~2）×10^11^个中性粒细胞，寿命为12\~18 h[@b21]，而到达炎症部位的中性粒细胞寿命明显延长，因此中性粒细胞的凋亡对于炎症的及时消退至关重要。中性粒细胞凋亡方式分为：①由Fas配体、TNFα配体、TRAIL配体与细胞表面死亡受体结合而启动的凋亡方式；②线粒体相关的凋亡方式；③吞噬诱导的细胞死亡方式（PCID）：在炎症部位杀死病原微生物的同时加速中性粒细胞的死亡[@b22]。凋亡途径启动后，活化的pro-caspase-3被剪切下p17和p12两个亚基，继而产生有活性的active-caspase-3而发挥其促凋亡作用。细胞出现凋亡延迟不利于炎症的消退，从而会对机体脏器产生负面影响。本研究中，高表达NAP的类中性粒细胞Bax、active-caspase-3以及active-caspase-9的表达量明显高于阴性对照组，说明NAP表达升高的类中性粒细胞凋亡水平更高，有利于炎症状态下中性粒细胞的更新和炎症的快速消退。

本研究从NAP调节类中性粒细胞生物学功能的角度，揭示了炎症状态下NAP升高的意义。但是，本研究在体外通过慢病毒感染HL-60细胞的方式使NAP表达增加，体内中性粒细胞受到炎症刺激时NAP的升高状况及其对中性粒细胞生物学功能的影响有待于利用动物模型展开相关体内研究进行验证。
